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論文内容の要旨
細胞の低酸素応答に中心的な役割を果たす低酸素誘導因子 HIF-1α は通常酸素状態ではプ
ロリン水酸化酵素 PHD ファミリーによって特定のプロリン残基が水酸化されることにより E3 ユピキチ
ンリガーゼの認識サブユニットで、ある pVHL が結合し、ユピ、キチン化され、プロテアソームにより速やか
に分解される。低酸素状態では HIF-1α は安定化し細胞質から核に移行し核内でホモダイマーを
形成している Arnt とヘテロダイマーを形成、転写のコアクティベーターである CBP/p300 と共に
HRE( hypoxia response element) に結合し、 EPO 、 VEGF などの低酸素応答遺伝子の転写を促進
する。 IPAS は HIF-1α 、 HLF と直接相互作用し、 DNA との結合を阻害することにより、低酸素応答
の負の調節因子として機能している。さらに、低酸素特異的な転写抑制因子 IPAS はミトコンドリアで
Bcl-X L などと相互作用してアポトーシスを促進する働きをもつことが最近解明された。 NXF は神経
細胞保護作用をもつことが報告されている。神経系の細胞で NXF と IPAS が発現し、反対の生理作
用をもつことから、直接相互作用している可能性を考え以下の実験を行った。また、大腸菌から調
製した PHD1 の酵素活性は天然の酵素と比較して低かったが、タンパク質のリン酸化による活性の
制御は多くのシグナル伝達経路で重要な役割を果たしていることから、この大腸菌由来の標品を用
いて PHD1 のリン酸化による制御の可能性について検討した。
1. NXF と IPAS の相互作用
IPAS と NXF の細胞内での直接的な相互作用争確かめるために HEK293T 細胞で免疫沈降法に
より、 IPAS と NXF との結合の検出を行った。その結果、 IPAS と NXF の細胞内での直接的な相互作
用が示された。
2. IPAS と NXF の細胞内局在
PC12 細胞での IPAS と NXF の局在を調べたところ、 IPAS と NXF は両方とも細胞質と核に存在し
ていた。 IPAS の C 末端側の欠失変異体はミトコンドリアに局在を示し、共発現した NXF もミトコンドリ
アに共局在していた。 IPAS の N 末端側の欠失変異体は核に局在し、 NXF の核局在を強めた。
3. IPAS の転写活性化活性に対する IPAS の抑制効果
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NXF と Arnt はヘテロダイマーを形成して DNA に結合し、下流の遺伝子を活性化する。この転
写促進活性に対する IPAS の発現効果を調べるために、 NXF 結合配列を 2 コピー組み込んだレポ
ータープラスミードを作製した。 NXF の発現によりルシフエラーゼ、活性は約 8 倍増加し、 IPAS の過剰
発現により、量依存的にルシフエラーゼ、活性は減少した。
4. IPAS の細胞死促進機能に対する NXF の抑制効果
PC12 細胞で IPAS を過剰発現したところ、約 20%の細胞でアポトーシスによる核の凝縮が見られた。
NXF を同時に過剰発現したところ核の異常は 10%まで減少した。さらに、 IPAS によるアポトーシスを
カスパーゼ3の活性化を指標に調べたところ、 NXF の過剰発現によって細胞死は有意に低下した。
次に、内在性の NXF の発現が IPAS によるアポトーシスを抑制するかどうかを解析するために、コバ
ルトによる IPAS mRNA の誘導とカリウム刺激による NXF mRNA の誘導を調べた。 IPAS mRNA はコ
バルトにより約 3 倍増加し、カリウムにより NXF mRNA は約 6倍増加した。コバルトによるアポトーシス
をシトクロム c の放出を指標に調べたところ、約 25%の細胞がアポトーシスを起こしたが、カリウムを加
えることにより約 15%に低下した。コバルトによるカスパーゼ3の活性化もカリウム処理により大きく抑
制されていることが分かった。
5. PHD1 の protein kinase C によるリン酸化
2ーシストロン性プラスミド pCP2 を用いることにより His -tag -PHD1 を大腸菌で大量発現させ、硫
安沈殿、 Ni-Affinity、イオン交換クロマトグラフィにより精製した。ヒト PHD1 に種々のプロテインキナ
ーゼを作用させたところ、 PKC、カゼインキナーゼ I 、 ERK2 ではリン酸化され、 PKA、カゼインキナーゼ
日ではリン酸化されなかった。カゼインキナーゼ I や ERK2 によるリン酸化では酵素活性に有意の変
化は認められなかったが PKC によるリン酸化では 1分子あたり 0.9 残基のリン酸化が起こり、酵素活
性は約 70%に低下した。 TOF-MS 解析からリン酸化部位は Ser-132 、 Ser-226 、 Ser-234 の 3カ所で
あった。そこで3カ所の Ser をそれぞれ Asp 、 Glu に置換した変異 PHD1 を調製し、酵素活性を測定
した結果 PHD1 の Ser-132 、 Ser-234 のリン酸化が酵素活性の低下をもたらすことが明らかになっ
た。
本研究によって、 NXF の転写促進作用が低酸素応答抑制因子 IPAS により抑制されること、 IPAS
によるアポトーシスの促進が NXF の活性化によって抑制されることが示された。
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論文審査結果の要旨
本論文は bHLH-PAS タンパク質である IPAS と NXF が直接相互作用し、その相互作用によっ
てそれぞれのタンパク質の生理機能が抑制されることを解析した論文で、また、 protein
kinase C による PHDl のリン酸化に関する解析も述べている。
IPAS は低酸素応答の転写因子 HIF-lαに結合し抑制すること、またミトコンドリアでアポト
ーシスを促進する活性をもつこと、 NXF は種々のストレスに対して神経細胞保護作用を示すこ
とがすでに報告されている。まず、申請者は HEK293T 細胞で IPAS と NXF を共発現し、免疫沈
降実験によって 2 つのタンパク質が結合していることを確認した。さらに、異なった蛍光タ
グで標識した IPAS と NXF をラット副腎髄質褐色細胞腫由来 PC12 細胞で発現し、 2 つのタンパ
ク質が核と細胞質で共局在していることを見出した。さらに、 PC12 細胞で NXF binding site 
をプロモーターにもつルシフエラーゼレポーターが NXF の過剰発現によって活性化し、 IPAS
の同時発現によって、量依存的に抑制されることを見出した。
さらに申請者は IPAS によるアポトーシスの促進がはF の発現によってどのように変化する
かを解析した。その結果、 IPAS の強制発現による PC12 細胞のアポトーシスが、 NXF の共発現
によって抑制されることを見出した。また、コバルトによる PC12 細胞のアポトーシスが IPAS
の誘導的発現に依存していることは既に報告されている。この細胞死が KCl による脱分極刺
激で誘導される NXF によって抑制されることを、アポトーシスのマーカーであるシトクロム c
のミトコンドリアからの遊離とカスパーゼ 3 の活性化を指標に見出した。
また、申請者は大腸菌で発現し高度に精製した、細胞の酸素センサーとして機能する HIF
プロリン水酸化酵素 PHDl の標品を用いて、 PHDl が protein kinase C によって容易にリン酸
化され、その酵素活性が抑制されることを見出した。さらにリン酸化されるセリン、スレオ
ニン残基を同定し、アラニン変異体の酵素活性を測定し、リン酸化による調節を受ける残基
を同定した。
以上の結果は、申請者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有する
ことを示している。したがって、李賢玉提出の論文は、博士(生命科学)の学位論文とし
て、合格と認める。
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